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S La presence invention concern* un precede eie detection d'addes 

nuckbques utilisanc des sondes ruscieoddiques permettam a la fens one 
capture specifique et une detection. U presume invention permet 
r&utomatbarlon de la detection specifique a grande eehelle des aeides 
nucMiques en utlHsant one sonde rlbonucleotidique simple brm 

10 comptementalre i une sequence nucteoUdique able, iadite sonde 
permettam a la fois la capture sur one surface appropriee et une detection 
rapine et sensible. 

Far le btais des grands programmes de seqoencage et d'analyse des 
genomes, la biologie est rentree depots quelques armees dans %mz ere 

15 noovelle, celie de i'acquisuion massive de donnee.s, basee sur ^utilisation 
intensive de techniques exisrantes amelkrees. D'ici cinq a dsx ans, le 
genome de pluskurs organismes modules amsi, que k genome humain 
seronf totalemem sequences. Le nombre de genes codes par U genome 
humain ctant caicuies entre 50.000- et 100.000, piusjeurs mHUcrs de 

20 sequences de regions codatnes (cONA) ainsl que de regions reguknrsces 
(pcomoteurs) devront erre repertories, analyses et ktegrees dans des 
bases de donnees.. et leurs profils depression dans une ccnralne de dssus 
ou cellules pourront erre ctablis. 

Le profit depression d'un gene consists en detude de Vabondar.ee 

25 relative de VARN message;- (ARNm) corresppndam expnrae dans des 
cellules panicniieres (par example, appartenam a des tissus ddferems, ou 
represeotant differ en is svsdes do developement, des pathologies 
partkulkres, des inductions par des drogues, etc). I'etahlissement des 
profile depression des genes requiert done ia detection specifique et 

30 sen sib des *\RNm 

U detection d " p ar deux 

types d'approches differences: ceiies basees sur des techniques 
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I'utihsatioti de technique;: o \ ; . \ -el que le RT-FCR 
(Reverse tratiscriptase- Polymerase Chain Reaction), apparait peu 

tiiisabk dan - r d'e d t d'ex \ a 5 

echeile du fait du coin que demanderait la synthase do grand nombre 
5 d'oUgonuclsciides neeessedres a ss realisation {pour 50.000 genes 
chhetents, k norths s < 0 > v < v < e \ 

La technique d'hybridation "sandwich" decrUe pour la premiere 
Ibis par Dunn A.R. et Hasseii j.A. (1977, cell, 12, 23-06) a ere deveioppee 
P< or eh ts K < i , > ' i ^ x , „ , s s v) 
10 qui necessitalent auparavam une detection apres une hybridation en 
phase solide. Cette technique est basee sur ^existence de deux sondes, non 
chevauehames, dirigees centre k meme acidc nucklque cible. La 
premiere sonde est unmobibsee sur une surface solide, et pgrmet "la 
capture de ia cible, La deuxieme sonde possede un trace ur dans ss 
15 sequence, et permet la detecr-km de ia cible. Cette technique est 
essemieliemem otdisee pour la detection de produirs d 'amplification. 
Effectivemem les sondes utiiiseex sont de pedtcs Tallies (de 20 a 25 
nucleotides) et a la differences de sondes iongues, eiles ne permettent pas 

te I nk us est pen ad ? i 

20 a ia detection simuhanee d'un nombre important de dbi.es, car ehaq ue 
sonde necessste des temperatures d'hybridation qui peuvent etre 
differences, 

ta deuxieme approche est basee sur des techniques d'hybridation 
ne faisam pas appel a une aropiification, et on; requierent done one 

'-3 peuvent et e uti is< 

pour detector une hybridation specs fique: 1 'hybridation en phase hquide;: 
i 'hybridation en phase solide; ['hybridation in situ sur des tlssus ou corps 
eeiiuiaires, Dans tous les cas, la sonde est un acide ouckique (ADN ou ARN) 
N < << >d!,\- ,. <. . < ~ uui e 

30 ia cible (ADN ou ARN), Les cmetiques des different^ reactions 
d'hybridation des acides nuckhqaes sont bien connues (Britten et sl ( 1974. 
Methods Enzymol, 29, p. 363; Kohme et ah, 1977 Biochemistry, 16, p.5329- 
5341), et ecu jssat des. p rare re qaes c in ie tains 

d'hybridation ainsi que dans ia stsblhte des by brides dble-sonde perniet 

35 de determiner les conditions optimales pour cbtemr le medleur rapport 
signal sur bruit. 



hybridario n phase H e est tres off « t n 
d'offrir le taux d'hybrfdation le plus rankle, Cspendant. si est difficile de 
separer la sonde Hbre de la sonde hyhridee, Les methodes d'hybridation en 
phase sonde qui impljquent I'immobiiisaiion de la able (on de la sonde) 
sur une surface sohde (ex : nitrocellulose, nylon) sont plus faclies a mettre 
eTS oeuvre du point de vue de 3a separation de la sonde non hybrkJee, 
Cependanc. par rapport a ^hybridation en solution, le taux d'hybridation 
est de ? a 10 fob plus lent, Ehfin, ^hybridation in situ permei Rexsrnen 
rnicroscopique de sequences AON ou ARM present dans des cellules ou des 
tissus tout en prsservant Seurs localisations, t'mt wne nvethode appropriee 
aux iahoratoires de cyrotogte ou d'histolagle. 

Dans le cas precis de la detection des ARN, la technique en phase 
solide dit du "Northern blot" constkue la methods d'hybndation la plus 
repandue, utilises aussi bien en analyse medkale qu'en recherche 
fondamemaie. le "Northern blotVbien qu'etant !a seuie methods capable 
de fournir des informations sur 3a tailie des messages, et done, sur 
ndemhe de la cible, ne peut pas etre eonsideree pour des analyses a 
grande eehelle a cause de sa rabble sensibilite et des difficult^ 
d'automatisatlon. Pour des raisons simiinires, la technique d'hybridation 
In situ ne parait pas non plus appropriee a des etudes de profji 
^expression d'ARN a grande echeHe. 

Parmi les methodes de detection d'ARN basees sur i'hybridation en 
solution, la technique de protection aux nucleases presents i'mteret d'etre 
urte methods trfe sensible et speeiflque. Dans cette technique, des sondes 
radlpactlves ARN ou ADN simple brln sont hybrides en solution avec des 
preparations d'ABN contenwu I 'ARN cibie. Apres hybridation, les acides 
nudeiques pan hybrides (aassi bien la sonde non hybrids que les ARNs de 
la preparation) sont degrades par action des nucleases specifiques des 
aeides nucleiques Simple brln (en general, RNases A ct Tl pour les sondes 
ARN. et nuclease SI pour les sondes ARN ou ADN). I'hybridation de la 
sonde avec sa cible ARN complememaire "protege" la sonde de ia 

?ase, . < donne commc resuhat des molecules don 
brin done la longueur est definse par la complemeniarbe sonde-cibSe, 
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D'autre pari. ^hybridation nan spsdhque de la sonde avsc des ARN 
autres que la eibie ; donne comrne resuhat des molecules double brin plus 
eourtes que celtes provenant de rhybridavicn specifioue. le deux types des 
products, speeifique et non-specifsque, pens-em done etrc distingues seion 
3 ia taille, hanalyse la plus habituelte &ant Fekctrophorese en gel de 
poiyacryiaadde. due technique alternative d'analyse par separation 
chroniaiograpruque a ere propose dans WO 95/1 13116. 

SI la technique de protection aux nucleases preseme favantage 
d'etre sensible et speeifique. ia methode analytique corssisrant a une 
10 separation electrophoredque ou ehromatographique est Incompatible 
avec one autornatisation de la methode et I'utUisatton dVn grand nomhre 
d'echantilions. 

La presente invention est destinee a permettre une detection 
speeifique d'addes rmdeiques, notammem d'ARN dans un format qui 
IS rende possible la manipulation simukanee d'un grand n ombre 
d s echantlilons par una procedure entierement automatable, tout en etant 
sensible, spetifsque et reproductible, 

Un aurre but de la preseme Invention est en partita Her de fournir 
une methode qui pcrmetie la detection spScifiquc des ARNm a partir des 
20 ARN tonaux. 

L'lnvention repose sur !*utiftsation dime methode d 'hybridation en 
solution des aeides nuckdqucs avee une sonde nueleoddique qui, en plus 
d'une specificitc de reconnaissance apportee par sa sequence, possede des 
modifications iui permeuant d'accomplir deux fe i <u La 

25 premiere fonedon permet la fixation a un support solide de Phybride 
sonde-cibie ou de la sonde proven an? d'un hybrids sonde-dbk: 
prealafelemem denature. La deuxieme fonction do la sonde permet une 
~ t s| par des mdhodee de defection radioactive ou froide, 

De fapon generate 1 'invention impiique une metbodologse 
31 cornprenam: 

(1) un hybrid d n c phase liquid c utihsam une sonde d'acidc 
nucleique dou element marquee sehybndam speclfiqoemem avec un ARM 

{2} une degradation par des nucleases des sequences nucleotidiques 
35 non hybrid ses. 



{3} la separation c hyhndcs par ouc capcm specifique sur un 
support sollde des hybrids formes, par an . u> d'une modification 
de la sonde.. 

(4} um detection des hybrides grace a la modification preote, on 
par rintermediaire d'une autre modification present sur fa sonde. 

Plus predsement la preserve invention a pour objet en precede de 
detection decides nucleiques caraererise en ce qu'il comports les etapes 
suivames : « 

a) on realise ^hybridation en solution d'une sonde d'addc 
jmdetqued grands lie rotamn depius< mcleoddes, capab! 
de s'hybnder avec un ARN ou on ADN donne dans un acharmHon 
comenam des acides nncieiques, iadite sonde component des Elements de 
detection et des premiers elements de capture sur support sobde ; 

b) on realise ia degradation des sequences nocleotidiqnes non 
hybndees dans i'echantifion ear un enzyme degradam les acides 
nuclelques non Jiybridees, 

c) on effectue la capture des hybrides obtenus a hetape b) en les 
mettam en presence d'un support sollde revem des deuxiemes elements de 
capture interagissant avec tesdits premiers elements de capture de iadste 
sonde, et 

d) on $pciu^'lai.d6ie?tipR <*8«: hybrid* ou des sondes provenant des 
hybrides apres denateration, par rirttermedlaire desdits elements de 
detection, 

furtigation de sondcs de taHie tpporlame. notamntcnt de plus de 
100 nucleotides, confere une plus grande specificity d -hybridation et la 
possibiSke d'lntroduire des modifications suffisanxes pour la detection et fa 
capture de la sonde tout en couservam la stabs iite de rhybridarion. 

En particoiier la sonde comporte de 100 a 1000 nucleotides, de 
preference de 2 SO a 500 nucleotides. 

Un aspect de HnvenUon est lie a I'uUhsadon, apres incubation avec 
des nucleases, d'une ou piusieurs techniques domination 
d 'oligonucleotides {moms de 100 bases), mh; que la precipitation 
differentielle, la filtration a travers des membranes, la filtration sur gel 
(chromatographic d'exdusion}, ou route autre Technique pcrmettant 3a 
eoa no; dc% so s v _ ^ r - v ^ i( u1o ^ uki 

nucleiqucs notamment de ia sonde non hybrides. 
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En general, les deux foncdons de la sonde son? accomobs par deux 
modifications nucleobdlquas differences. Cependant, II e $.t a noser que la 
meme modification peat etre utilise e pour !a capture et pour la detection. 
Scion la presents invention, la sonde eomprend une quantise 
S suffLsame d 'elements de dejections et d'elernents de capture pour assurer 
une capture puis une detection suffisame. Toatefots, bt quamde desdlts 
en m v dedecuo! el desdi premie eiemen c ore fi> sr. 

sonde est optimises pour etre compatible avec {'hybridation de 1'etape a) et 
la nan degradation des hybrides a Fetape b). 
*G II fmi eonsiderer que nntrodttction de nucleotides modifies dans 

les sondes bifonctionneiies pent provoquet une destabtiisation des 
kybfides speeifiques au niveau des appartements proehes des 
modifications. H ressort en etku des exemples iilusuant i ''invention 
deems ci-apres, que si la quandre des modj&atlom de la sonde est trap 
IS smponame, 1 'hybridation n'est pas suffisammem stable de sone que memo 
les hybrides peuvent se trouver degrades par les enxymes utilises a 1'etape 

b). 

De preference, lorsque les elements de detection et premiers 
elements de capture som des molecules btoiogiques substitutes sur des 

20 nucleotides constituent la .sonde, celle-ci ne doit pas comporter plus de 15 
%, de preference pas plus de 10 % de nucleotides modifies par iesdits 
elements de detection et lesdlts prmiers elements de capture. On 
cornprendra cgakment que ces quamltes son; dependants de la faille des 
molecules constituent les elements de detection et elements de capture. SI 

25 rencombrement sterlque est trop grand, its fragiHseront la stabiHt« de 
rhybridatlon. 

Les sondes nud cmdaques sel -n la present invention pi uvent etre 
da< sj-ades ADN on. de preference, des sondes ARK. Les sondes ARK peuvent 
etre obrenues par transcription in vitro er possedem qudques a vantages 

30 par rapport sax sondes ADN. Les sondes ARK se trouvent directemem sous 
la forme d'un simple brin, amsl dies ne neeessiwm pas de denaturadon. 
D'smre pan it n'existe pas d 'interference avec on brin compiemeruairc 
comm« pour les sondes ADN. Aussl, les sondes ARK form en t des hybrides 
plus stables avec leans dbies que ceux obtenus avec les sondes ADN, 

35 De facoft avantageuse,. pour detecter un ARHm exprime a partir 

d'un gene donne, on utilise une sonde d'ARN obtenue par transcription in 
vitro de fragments d'AONe clones dud it gene. 
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De facon avantageuse, on utilise une sonde d'ARM obteaae par 
transcription in vstio a Rn;de de nucleotide; dora certains sent modules 
par couplage a undd element da detection et/ou undo dement de capture, 
De nomhreuses modifications peuvent etre hacorpo-rees dans ies 
S ARN transcrits par les ARN polymerases SP6, 13, et '17. Par example, des 
ribonucleotides comportant des groupemenrs bio tine (tets Que biotine-UTP 
et DtG-UPT), On fluoresces™: (tds que R-U-UTP, Pl-12-UTn existent qui 
peuvent remplacer RUTP dans les reactions de transcription in vitro 
catalisees par ies ARN polymerases- SP6, T3, on 77. mm, d'autres types de 

10 modifications peuvent etre ioeorporees aex ribonucleotides salon les 
techniques eon noes de Rhomme de Ran. 

Apres hybridation de la sonde biffenctionnaik avec la preparation 
coruenam RARN cible, la sonde non hybtidae doit etre degrades dans des 
conditions qui iRentrainent pas une degradation dt$ hy brides specifiques 

IS sonde-dbte. La meihode choisi pour ellminer la sonde non hvbr idee doit 
awss! imir compte de la possible existence de regions simple brio dans 
Rhy bride sonde-dble, afin de ne pas perdre une partie du signal 
specifique. 11 exists plusicurs enzymes ayant la capaeite d'hydroiyser 
spikifiquement des acldes nucieiques simple brln, Erstre aurres, on peat 

2Q filter la nuclease Si, la nuclease de *mung bean" ou Pexonuclease VI 1, orb 
n'ont pas de spec if kite de sequence, et la RNase A, la RNase CIS, la RNase 
Phy M, la ENase Tj on la RNase U2, qui coupent seuiement en amont et/ou 
en aval de certains nucleotides. Fait panic de la presente invention 
^utilisation cRune ou plusieurs enzymes nucleoiytiques specifiques des 

25 regions simple brin et rdatani pas specifiques des nucleotides modifies 
mcorpoces dans la sonde, Far example, si les rlbosondes component des 
modifications liees a I'UTP, 11 faut de preference utiilser la RNase Tl (qui 
coupe en 3' do G) et/ou la RNase CO (qui coupe en 3 ! de C) et/ou la RNase 
U2 (qui coupe en 3' de A), de facon a dimlneer !a probability de coupure 

30 <• de-clbl< 

De facon avan rage use lorsquc Pan directs des ARNm a Re-tape a) on 
utilise une sonde d'APN et a i'etape b) on realise la degradation 
eneymanepse avec une RNase. 



S 

lorsque les elements dc detection et lesdirs premiers elements de 
capture son* substitues sur des nucleotides donees, on utilise de 
r -I'M s c* , U - b s l, <. i vrp 

brin au niveau d'un nucleotide autre que lesdits nucleotides substitues. 
S En particular ies elements de detection ct lesdits premiers elements 

de capture sent substitues sur des nucleotides d 'Uridine ct i'enxyme de 
bebape b) est une RNase Tj.. 

Le groupement de capture permet une fixation speclfique de ia 
sonde sur la phase soiide, 

10 Dans un mode de realisation, ksdhs premiers elements de capture de 

halite sonde sent constitute par une premiere molecule biologique fmaa de 
facon covalenre a ladite sonde et iesdhs deuxiemes elements de capture 
dudst support soiide sonx constuues pur une dcuxieme molecule biologique 
flxee sur !e support soiide, deuxieme molecule blologique qui interact ct 

IS se lie de facon non covaiertte aver ladite prmu^re molecule. 

On cite en partlculler le mode de realisation dans ieque! tesdkes 
premiere et deuxieme molecules constituent le couple 
biodne/strepravidine ou un couple antigens / amicorps ou encore plus 
particulierement ies premiers et deuxiemes elements de capture peuvem 

20 etre le couple dlgoxigemne (DIG) et un anticorps ambDIO ou la 
fiuoresceine et un anticorps antWluoresceme, plus generaiemem, 
n'smporte quel couple ligand- receptcur ou haptenemnbeorps. 

Selon invention, la capture des acides nucSesques hydrides 
sonde-cible ou de la sonde provenam d'un hybride sonde-cibie 

25 preaiafokmen? denature est fake sur une surface soiide. Cette surface est 
sle preference, mats fm se limite pas. a une micropiaque, U capture pent 
etre fade sur la surface d'un detecmur de resonance plasma (Surface 
piasmon resonance Fisher et al. 1994, Cum of Biotech, S, 389-39$}. ta 
surface cholste permet une fixation specif [que de la sonde grace a 

30 PimmobiHsation des molecules ayant una haute af finite pour les 
groupentents de capture presents dans la sonde. 

Le groupement de detection perrnei une msse en evidence 
speclfique de la sonde, per example, is biotme pout etre reconnue par ia 
streptavidine ou par un anticorps and- biotme couple a un enzyme; la DIG 
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par des aiuieorps anu-IJ jeple; a un env.yme. ou la Oucaescesne par des 
anticorps anti-iTuoresceme couples a un enzyme. La detection peat etre 
egalement rnediee par la n^rcc d'un r,r',.\x ma - Kfif dans la sonde. 

I'element de detection d« la sonde pern etre un element dsrecteraem 
ou indirecrement detectable. En effet, on en tend par "element de 
detection" une molecule pouvant etre detectee, directement ou 
indirectement c'est-a-dire dans le dernier cas apres liaison par 
interaction ou couplage covalent avec une autre molecule et/ou une 
panicule solide. Far "detection directed on entend nocamment ie$ cas ou 
Indite molecule comporte elie-meme un element detectable tel qu'un 
element radioaetif ou fluorescent, ou ladlte molecule est conplee a un 
enzyme que Pon peut detecter a Paide d'un snbstrat ou encore ladite 
molecule est couplee a une molecule tluorescente. Par "detection 
indireete", on entend notammem les cas ou ladite molecule est tins 
molecule biologique sBseepcible-dc reagir de maniere physico-ehimlque 
par une interaction non covalente ou par couplage covalent avec une 
autre molecule biologique elle-meme comportant un element detectable 
directenient tel qu'un atome radioaetif ou fluorescent, un enzyme ou une 
molecule fluorescence, 

I'element de detection indirectement detectable peut etre constitue 
par one molecule biologique susceptible de reagir de man sere non 
covaieme avec une autre molecule biologique comportant un element 
directement detectable tel qu'un enzyme. On cite en pardcuHer les couples 
streptavidlne/blotme ou antigene/anticorps. En paniculier, i'element de 
detection Indirectement detectable est choisi parml la biotine, la 
fluoresceins ou la PIC. 

Dans ie cas de fa detection radioactive, la presence d'un nucleotide 
radioaetif dans la sonde peut iHre par example decelee par comptage dans 
un detecteur de radioaetivhe adaptee a des micropiaques, Dans le cas de la 
detection moiekc le groupemem de detection rocorporc dans Is sonde a cet 
eftet peut etre reconnue a 1 aide w' w 

conjugue & one enzyme, suivi d'une Incubation avec un substrat, kmsl, la 
biotine peut etre reconnue par la streptavidine ou par un anticorps 
and-rnotiae couple a un enzyme; la DIG par des anticorps and- DIG counl.es 
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s. «n enzyme, ou la fluoresceins par des amicorps antt-fiuoresceine 
couples a an enzyme. Les ensyraes utllisees pour les detections f resides 
peuvent etre { emre autres, 3a phosphatase s It peroxidase o 
galactosidase, H existe pour ess enzymes de nombrcux subsirats 
eolorimetriqaes, fluorescent ou chemiiurmnescents. la mesare d'actlvke 
enzymatique peat se fairs par lecture automatic dans un celorimetre, 
Ouorimetre ou luminometre adapte au,x microplaques. 

Alieraativement, si ia surface de capture choisie est cefie d'un 
biosensor de resonance de plasma, ia presence de groupements de 
detection dans la sonde pent etre determine par mesure directs de 
Pixuerstctfcm avec des ligands/anticorps, $pe\if%ues* 

Lorsqne les elements de capture ct de detection sont des molecules 
biologiques substitutes sur un nucleotide muamment de I'Uridsne, on civ- 
eomme element de detection oa de capture la biotine, la fluorescein*: ou la 
digoMlgenrae, Plus particuUerement PeMment de detection est la 
digoxlgenme et/ou la biotine et iedit premier element de capture est choisi 
respectivement parrni la biotine ou la digoxlgenme. Dans un mode de 
realisation, Iedit premier element de capture est ia biotine oa ia 
digo^genine, et les nucleotides porsant ces modifications sont des Uridine 
et iedit Element de detection est la DIG ou la biotine respectiveraenn 

De preference, is groupement de detection est la DIG, ie conjugue 
est un amicorps antbDIG couple a la phosphatase slcalme, et ie substrat 
permet une detection chemolamlnescente, 

Dans an mode de realisation sliustre par les exemples de ia 
description detainee qui va suivre, la sonde comporte de 2 a 5% des 
nucleotides modifies par coupiaga a updlt element de detection consfstam 
en une molecule de biotine, notamment 3 a 4%, et de 2 a 5% des nucleotides 
nra"d-es par upiagc a * Knr. ptf.ev.er element de capture consistant en 
arc mole > a ^ N , „c <>j< > t i -wvi-.t, . ^ 

La present e invention a ggalemem pour objet une methode dr- 
diagnostic dans laouelle on utilise une rnethode de detection selon la 
presents invention comprenam la detection d'acides nucteiques isnphques 
dans une pathologie. 
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la presents invention a egaicmeat pour objet u i kit utile pour la 
mise en oeuvre d ! un precede de detection ou de diagnostic seion la 
presents invention, carac cerise en ce qu s ll comports des sondes d : AHN de 
ladle important*, notamment de plus de 100 nucleotides, portant des 
5 elements de detection et desdks premiers elements de capture sur support 
soiide et un support soiide revetu desdiu dcuxtemes elements de capture. 

D'autres earacteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a Is luraiere de la description et des examples qui vont snivre 
faisant reference mx figures 1 a 10, 
10 la figure IA represente tes resoltats de la fixation de I fmote de 

ribosonde hiotine-DIG marquee au (32aP)CTP et permet de eonnaltre ie 
pourcencage de biotine mis a incorporee dans la ribosonde necessaire a 
une bonne fixation sur plaque. Les ribosondes etudiees sont obtenues par 
transcription Inverse a 3'aide d'une proportion variable de biotine -OTP 
IS :(S,1 0,15,25, 100%) et d'une quamite fixe de DIG-OTP { 10%), La detection des 
ribosondes est effetuee par mesttre de ia radioactivity 

in figure IB represent© 3a detection de 300 amoles de ribosondes a 
1'aide d'anticorps anti-DIG (syteme de detection froid), Les ribosondes 
edodiees sont constitutes a partir d'un pourcentage variable de 
20 biotine-UTP {5,10,15,25%}, ©rds 10% de DIG-OTP. 

La figure 2 A niontre ia fixation de ribosondes biotine-UTP (25 et 
100%) marquees au (o32p)CTP avec une forte activitd spccifique{2 105 
cpm/ fmoie) . Ce qui permet de determiner de fscon plus precise la 
sensibiiite de. la fixation, be ribosondes sunt diluees de 2 en 2 a partir de 2,5 
25 jusqu'a 0,0; fmoies. 

La figure 28 raontre les resultats de ia detection de ribosondes 
hiotine-DIG en fonction du percentage de DIG dans la ribosonde, en 
utWsant un anticorps anti-DIG couple a ia phosphatase alcaiine suivi 
" - d - ^ ,»ence, 
30 La figure 3 A represent© la capture de ribosondes (biotine-UTP) 

hx - 2ev-s .i < * ie sq n n eoridiqy* c mpier entaire marque- au 
< > Ce o < permer. Pfttuae de la fixation de-s ribosondes sous forme 

double brim Les ribosondes etudiees sont prepares a partir d'un 
pourcentage variable de biotine-UTP {5, 15. 2$, 35%), Les bybrides sont 
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duatx; de 2 en 2 do 2 a 0.015 feoies, u u ~u i d i o v. t ^ 
I * mes f< ie k s nlic cm t* Ces couri ; m nt en? i ptimun de 
biotine-UTP dans la ribosonde (sous forme double brio) pour obtenir una 
bonne fix-arson, 

5 la figure 3P> represeme la capture de nbosoades (5J5TT35% 

bldtine~l?TP} bybddees avec une sequence macieoddique (35% D1G-UTP} 
marquee an {a32P)CTP. Ce qui permet ! 'etude dc Is fixation des ribosqndes 
sous forme double bxin la defection < * s est en'ea » *esun 
de la radioactivity 

10 La figure 4 montre ITnfiuence du pourcemage de DIG- OTP sur 

l'importance du signal de detection a Paide d'anttcorps anti-DIG. les 
sondes etudlees .sont constitutes de 15% biotme-UTP ct de (50 5,20.25% de 
DIG-UTP), 

la figure ? t les dans un rest 

IS fonctionei de protection aux nucleases. 

Les ribosoades etuebees sent constituees de D1G-UTP (0, S.,15, 25 et 

35 %). Bles sent radiomarquees au {eTLP)CTP. 

CHaque ribosonde est hybridee avec une sequence 

ribonudeotidsqus compiemeanaire (10 ou ing) en presence de 10 yg de 
20 % de res I a etc effectue pou chaques sone us outro tx 

digestion par la Rnase Tl {-), et un controie RKase sans sonde 

compSeraem&sra (0b 

La figure 0 represeme Pautoradiograpbie d'un gel de 

pel cryiamtde et montre la scnsibilne de detection a 1'jude 6' une 
25 ribosonde radknnarquec consutuee de 1S% de biotine-UTF et de 10% de 

P-55-ldr nee topnott a 'a menu- n% x-^ x < ,', i eaaa xt rc n n . line- 
Lea deux ribos ilomarq % 1 fm 1-5000 cpm) 

ont ere raise avec une quantise decrosssante d'une sequence 

ribonccieotidsque coropK-rnentrnrc trolae (dbuee dc 10 en 10 a parti r de 
30 10<* a 103 pg) en presence de 10 jig de ARN de levure (■• ■}, IS a eng effectue 

pour chaques tonnes un coenxde sonde earn- .:: cetocn par la Rnase Tl (-}> 

et un controie RNase sane sonde compleroentairc (0). U bar.de visible sur 

to gel correspond a la ribosonde qui Ta pas < e degradee (car sous forme 

d'hybride) iors de la digestion par la Rnase Tl. 

35 
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La figure 7 represent* lautoradtographie d'un gel de 
polyacryiamide. Elk xnontre !a detection du messager du gene de la 
s actine dans dlfferentes cellules humaines ou de rat a Faide d'une 
ribosonde {co.mpiementaire a un 250 nucleotides du messager du gene de la 
5 $> icUm do so ris) < mst ;e de 1 d de . , >IG tt 

et radiomarquee au w^PjCTP L'ordre des differentes cellules ou tissus 
testes est ; cerveau {rat}, rem {rat}, Pole (rat), Jurkat (humain), HepG2 
(humata). H4IJ (rat), placenta (human)}, levure. Beta (humalnlPcur 
ehaque echantHlon il a ere realise un controls de la ribosonde sans Rouse 
10 Tl (-) et une detection du ARNm du gene de la p actine *>}.. Le contrdfe de la 
speeifieite de la reaction est realise a Paidc de la levure. 

la figure 8 represents une detection sur plaque (apres protection 
de la digestion a la ribonucleic Tl} du messager de la & actine par une 
ribosonde constitute de 15% de biotine-OTP et de 10% de D1G-UTP, 
IS radiomarquee au (a^P}CTP (3 lO^cpm/fmale}- 

La detection dc la presence de la ribosonde est realisee apres 
dfeoupsge das putts et comptage de la radloactivlte sur un compteur 
LS6000IC Beckman. L'APNrn de la p actine est recherche dans 10 ug, S m et 
1 ag des ARN totaux extrait a partir de differents tissus (voir legende). 
20 La figure 9 represcnte une detection sur plaque d'un messager 

rare, ceiui de HNFI {Facreur Nucleate Hepatique 1} a Paide d'une 
ribosonde (15% biotine~OTPTO% D?G-UTP) radiomarquee au a 32p-CTP <S 
lQA cpm/fmole). Les eehantdlons testes correspondent a 10, S et I M g de 
ARNt provenant de rein, foie, placenta et jevure. 
23 U figure 10 represents une detection sur plaque du message r de la 

p actine par une ribosonde constitute de 15% de biotine-OTP et de 10% de 
DIG-UTP. La detection, de la ribosonde est realisee a Paide d'un anticorps 
anti-DTG couple a la phosphatase alcaline. la raesure est realisee en 
luminescence. 

30 Dans les cxemples on utilise des ribosondes modidees obleoues par 

transcription a partir de monomeres nucieotidiques nommees MTP 
comprenant des nucleotides modifies UTP-biotme {Bochringer, R.ef. 
1388908} et OTP-DIG (Boehringer Kef. .1209256). 
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Lorsque Yon dlt que la rlbosc-ncie est obtenue a partir de n% de 
bk ne-UT ou DIG-UT v. r. c que ie poarremage de bs tsne-UTP 
par rapporr a la quomito iotak d'UTP modifies et non mt-diftes utilises 
pour la transcription est de n%. Ceci correspond a un pourcemage de 
S nucleotide modifie correspondant dans is ribosonde obtenue d'environ 
ft/4%, 

L'exempie 1 montre i 'aspect faifonctionriclle des ribosondes 
biotine-UTF et DIG-UTR L'exempte 2 souiigne Hmponance du taux de 
modification au niveau du test de protection de la digestion par les 
10 ribonucieases RPA, L'exempte 3 sllustfo une application de I'lnventlon 
comma methods de detection de ^expression des genes. 

EXEMPTS t : MIS I; EN EVIDENCE DE LA CAPTURE ET DE IA DETECTION O'UNE 
RTBOSONDE CGNST1TUEE DE BIOTtN&UTP ET DE DIG- U TP SUR ONE 
IS MICROP1AQUE. 

Avec les presets concerns nt !e sequencage du genome humain un 
effort considerable a etc effectue au niveau de Pautomatisation des 
methodes de sequencage de I'AON. Cepcndant, les methodes dassiques 

20 d'anaiyses de I'expressfon des gends m mm pas adsptees a la detection 
d*un norabre de plus en plus croissant de messagers. Amsi un avantage 
majeur d'une nouveile metbode de detection des ARN messagers reside 
dans sa possibibre rPaur.omaiisation. at doit pouvosr etre reaiisee sur un 
suppprt spUde comma une ralcropiaque qui est partkuliereroent adaptee a 

25 Petude de grandes series d'echantHlons. ^utilisation d'une ribosonde 
posscdant une partie fonctionnelk permcnant d'une part sa capture et 
pi3wMmt une pmpnete de reconnaissance specifique apparait bien 
adaptee a la detection des ARN messagers, Dans Eexempie presents la 
capture est fade par la blcbae et la detection par la DIG. 

30 



veat ) sit t e immediatement c I teur d 

i'ARN polymerase de bacteriophage {73, 77 ou STb). dans unc orientation 
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qui conduit a 1a production d ! tm ARN antisens. Le plasm ide recombmaru 
est ensuite coupe par une enzyme de restriction en 3' de Fmsert. Le 
ptasrolde linearise est aiors iranscrit en presence de ribonucleotides 
comprecam des ribonucleotides modifies par exempie la biotme-tiTF et la 
5 DIG-liTP. Un. exces de cet ARM douhlemem marque est hybrids' en solution 
avee les ARM m a tester. ies hybridadons sout reaissees dans des 
conditions stringentes standards a T-4O-50X. duraru la nuit (16 heures) 
dans un tampon 80 % formamide Nad 0 } 4M a pH enrre 7 m 8. La sonde nan 
hybridee est ensuite supprimee par digestion a Paide des rtbonucleascs 

10 speelncjues de PARK simple brin comme les RNases CL3, Tl.Phy M,U2 ou A. 
La presence de la premiere modification, par exempk la biotinedJTP, dans 
1'hybride ARHm;ribosonde (biodne-DlG) permet sa capture sur une 
mieroplaque de titration dont la surface est reconvene de strepcavlciine* la 
presence d'une autre modification, par exempk. ia DIG, permet ia detection 

IS et la quantification de Phybrlds- par une methods E1JSA utiMsam un 
anticorps antb-DIG couple a la phosphatase alcahne. Par ailleurs 11 mi 
e%aiemem possible de realiser une transcription en presence de (cd-p)CTP 
afm de pouvoir detecter et quantifier ! 'hybrid* {ARNrcnnbosonde} aprds 
d<!p6t sur plaque, 

20 

2, System* mpdele pHHFl (Hepatic Nuclear factor I), 
Un fragment Pvuli de 490 pb d'nn ADNc codant pour BMP 1 de rat 
mi a 1482, Chouard et al 1990, NAR IB S 5853-5863) est sous cloud an site 
Smai du vecteur pBS (Stratagene). la ribosonde antisens est obrenue apres 
25 linearisation du vecteur par coupe-re avec EcoRl < suivi d'une transcription 
realises par Sa ARN polymerase T3» la synthase de ia ribosonde sens est 
accompli* apres coupure du vecteur par Emciiii, suivi d'une transcription 
par ia ARN polymerase '17, 

30 3. Syn these de ia ribosonde. 

Cheque reaction de transcription avec la T7 ou ia T3 ARN 
polymerase est reailsee dans un tube Eppendorf avec les conditions 
suivantes ; H20 DEPC q.s.p, 20 id* 40 mM Tris-HQ pH 7,3; 6 mM MgCI2: 2 mM 
spermidine; S mM NaCi; 10 mM DTI; 100 Fg/ml serum aibumine bovine 

35 (SAB; (fraction V, Sigma): 500 uM CTF, ATP, OTP; des quamitcs variables de 
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UTP, biotine-UTP et DiG-UTP seion !c pourcentage de modification souhade 
(par example, pour obtensr une ri boson de 15% biotine et 10% DIG; 75 $*M 
biotine-UTP; SO uM DIG -UTP. 375 „M UTP;; 1 U/mi d'mhibiteur de 
nbonuciease, 40 U do 17 ou T3 ARN { j „ ADM piasmidique 

S linearise apres digestion pax une endonndease de restriction appropriee 
CEcoRi ou Hind Hi), be melange est inaube 2 heures a 37*C, La 
transcription rermlnee, 1'ADN piasmidique est dtgers en ajoutant ! u! (1 
unite) de DNase RQ1 (Promega). in reaction est incubee IS minutes a 3?*C, 
i#s ribonucleotides noa mcorpores sont el drones par passage sur une 

10 coionne de chromatographic d'exclusion Blospiu3Q {Biorad}, 

Afin de quantifier la symhese de la ribosonde ou de determiner 
radioactivement la presence d'un hybrids (ARNmtribcsonde) la 
transcription est realises avec 1-7 ^1 de (a32P}CTP (800 Q/ml; 20 mCi/ml). 
ssion Pserivite specifique decree. La quaiite de la ribosonde est 

IS determine par migration sur un~gel: d'eleetrapborese d'acrytemde 5% en 
conditions denaturan tes. 

4, Capture des rlbosondes $«r mfcroplaque, 

tes posts de microplaques Hes avec de la streptayidine (Boehringer 
20 1602853) son* reconverts par M f ii d*hy bride dime dans du tampon IX PBS: 
196 SAB <$erum albumins bovine) pendant ! heure a 37T, Les plaques sent 
ensulte lavees 5 fms avec du tampon de lavage ; 0,1 M NaCi; 0, 1 M Tris HO; 
0,1% Twecn 20; 3 mM MgC12, pK 7.S. Puis 100 >d (70 roU) d'aaticorps 
ami-DIG couple a la phosphatase skalme (Bochrmgcr) sont addidonnes et 
25 mcubes 1 heure a 37*C dans du tampon de lavage eontenam 3 % SAB. 

5. Detection des ribosonde? sur microplaque. 

Seion ia modification de la sonde, la detection peut etre froide 
(fluorescence ou luminescent*:} ou radioactive, 

30 

5,1. Detection Ouorescenve 

4-methylu5TtbeHifery.i phosphate {Sigma} k 0,4 rng/nd dans du ram con 
diethanolamine CUM, pH 9,8, Dincubation est faite pendant la nuit a 
35 temperature autbtame. La mesore de ia fluorescence est faite par un 
fiuorimetre (Dynatech) avec une longeur d'onde d 'excitation de 365 nm et 
une iongeur d'enussion de ^50 nm. 
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5,2, Detecti r lum 5 < s 

.La reaction est realist avec 100 ui de substrat AMPPD (Troplx) dOue 
au 1/59 en presence d'ampHficateur Sapphire {Troplx} an 1/10 dans du 
tampon diethanoiamine 0,1 M, pH 9,8, La tnesure de la luminescence est 
S fade apres 20 minutes a temperature ambiance sur inmniometre Micro 
Beta Trilux (Walkc). 

5 3 De e i 

Hie impHque i'utUisation de ribosondes radiomarquees. Apres 
ID decoupage, chaque cupule est mise en presence de 3 ml de liquids 
scinciHant. La raesure de la radsoaetivite est realisee sur un compteur 
LS6000IC Beckman. 

6, Resuhats 

B De !a bSottateUTP a fits; inewporee au niveau de bt ribosonde, ce qui 

lui peraet d'etre captures de facon spedfique par de ia streptavidine 
v> iablero t i nd s <• ir une microplaque 

f>our toutes les etudes de fixation sur plaque on a utilise eomrae 
contrble de speciflcite one ribosonde radioman? ude ne possedant pas de 

20 btotine-UTP dans sa sequence. 

6.1 influence du poureemage de biotine sur le taux de capture d'une 
ribosonde simple brin, 

Comme ie moil ere la Figure ].A, ia capture de la ribosonde simple 
25 brin (biotlne-UTF. (a32P) CTP) est correlee a la quantity de biotine 
incorporee dans ia ribosonde, la plus faible fixation a ere obtenue avec 5% 
de biotine, Puis augments de facon iineaire jusqu'a 25% de biotine, pour 
arriver a un plateau. La detection est fade par mesure de la radioactivite. 
Lorsqu'on utilise une ribosonde comporianc 100% de biotine-UTP, le taux 
30 de capture max* male est de 80%. 

Llnfiuence du percentage de biodned'TP sur le taux de capture 
pe< o .clement en - de~\e v u u i s> riro dt d > , e -c t , , t 

x> d " N N < " Lans h - bo -or e La I %t t 

35 n< 0\; t > v pi i iijtn ' ^ * n *. <. f „ de 

biobne-UTP, 
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b>-> Seud de sonstbdiU- . s , uvtion 

Different* types rie defection peuvent dtre utilises, radioactive ou 
frosde. 

La detection radioactive est realises apres I 'incorporation d'un 
S ribonucleotide radiamarQue par k U32P) UTP ou ie (a32P) CTP, 

La detection froide est possible grace § incorporation d'un 
nucleotide modifie tel que la biobne, is dlaoxigenine, on la fluoresceins, 
detects par an conjugue constitue d'un Ugand specifsque (ia streptavidinc 
poor ia biotlne) ou d'un anricorps specuique <ami-biotlne, anta-DIG, 
10 antr-fluorescelne) couple avec une enzyme (phosphatase alcaline, 
peroxidase). La revelation est fade par la mesure de f apparition d'un 
produit fluorescent ou luminescent. 

Dans !a suite ra detection est fane soil par ^incorporation d'un 
nucleotide radioactif (a32F) CTP, on par Pincoporabon de DiG-UTP suivi 
IS d'une mesure de fluorescence ou~de chemikmnnescence. 

Dans is? cas de Ja detection radioactive, pour ©btenlr ia pins grande 
senslbillte possible, on a utilise des ribdsondes ayam one forte actsvste 
specifique (2 105 cpm/fmois}. Dans ces conditions, ia figure 3A montre 
qu'ii est possible de de teeter iusqif a 1 attorooie de riboxonde sur ia plaque, 
20 Pour la detection froide, eomme iors de ia detection radioactive, Ie 

send de sensibility depend du niveau d* incorporation du nucleotide 
modifli servant a la detection (DiG-UTP}, 

Par example, la figure 2B montre que rintensite du signal 
augments avec ie pourcentage de DtCi-lTFP present dans la ribosonde : une 
25 sonde constitute de 25 %de DIG-tOTest d&ectee 2,5 fois plus qu'um sonde 
ayant 5% de DIG- UTP. Dans des conditions d'incorporation de DIG- UTP 
correspondent au maximum de detection (35 % DiG-DTP) Ie seuil de 
detection est de 10 attomoies en fluorescence et de 5 attomoies en 
luminescence. 

30 Ces resultats montrent qu'il est possible de cietecter avec des 

systemes differents (radioactif ou fro id) des ribosondes capturees sur 
micropiaque, Dans tous ies cas ie seuil de detection depend du niveau de 
modbmatsor. de: 1 sonde 



WO 9- 0X2"" 



ct/fh ! 20 3 



19 

. 3 Capture et detection des molecules d'ARN double b-.r 
Apres avoir verifse qu'U etait possible de captures' et de deleter sur 
une mkroplaqae uae molecule d'ARH simple bdn, on a esudie la 
possibiiite de capture de molecules doubles hrias. Effecvivemeiu, la 
5 presence d*un ARNm donae dans un echantilion est verlfiee par 
hybridation svec une ribosonde, L'hybride forme est protege de is 
degradation par ks rihonudesses, alots que ies molecules simples brins 
sont &iminees par digestion, Vest done la detection de molecules hybrides 
qui revele la presence d'un ARHm, to molecules doubles brins modiees 
10 component different pourcentage de modifications. 

La Figure 3A mom re Petude de la fixation des rfbosondes 
(S,15,2S,3S% biotine-UTP) apres formation d'yn hybride avee une 
sequence ribornmleotidique compleroeruaire radiomarquee su («32p) CTP, 
II est k noter qu'afin de pouvoir sulvre le eomportemem sur plaque de 
IS l'hybride seul le brin compiemefHaire est radiomaroue, 

11 apparait que Poptirouro de fixation de l'hybride se trouve ens re IS 
et 25% de biotine-UTP. 

Comme pour la ribosonde simple brin. S% de biotine-GTP est 
ipsuffisam pour fixer eorrectemem Phvbride. 
20 La figure 38 momre I'mfluence du raux de biotine-UTP sur la 

capture d'un hybride constltue de (5, IS, 2S« 35 %) biotine-UTP et de 3S% 
DIG-OTP, 

Le maximum de capture de 1'bybride biotine-UTP, DIG- OTP est 
obtenu avec 15% de biodne-UTfa 
25 Ces resukats confirmeut ceux obtenu s preeedemmenr. Par ailSeurs, 

une sonde component 35% de biotine-UTP entraine une tres faibie 
fixation de l'hybride, Ptobabiement en raison d'une plus faibie stahjiite 
du duplex obtenu en presence de 35% Dl'G-UTP. Ce resultat met en evidence 
qu'une trop forte modification de la ribosonde destabilise Phyhride, et se 
30 traduit par une tres faibie capture. 

11 est e galenic possi e detect? roc ecules d'ARN double 
brin a Paide d'anticorps anti-DIG couples a la phosphatase alcahne sum 
e mcsme t - < >,$o nres} 

35 de P'hybnde est atteint lorsqne la ribosonde ton tenant 15 % de biotine-UTP 
comporte aussi 15 % de DIG-UTP. 
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L'ensemble des resultats indiquent une ires bonne fixation de- la 
ribosonde comportant 15% de biobnedJTP aussi bleu sous forme simple 
brin que double brin. 

Les resuittus obtenus man treat ia possibility qu'ont les rlbosoodes 
S biodne-UTP,. DIG-OTP (sous forme simple et double brin) de $e fixer ex 
d'etre detectees sur microplaque. Ces ribosondes possedam a la fats des 
proprlei i captu et c d v ri n ap trad a a adaps s - une 
detection automat! sable des ARN nsesssgcrs. Cependarsi on a observe un 
comporiement different de fixation sur plaque crura une molecule simple 

10 at doable brio. Pour uae molecule simple brin ie taax de capture est He 
directement a la quantise de bionnedjTP mcorporee pans la ribosonde. 
Alors que pour une molecule double brin, ie tana de capture passe par on 
optimum qui est atteint lorsque la ribosonde est constitnee de ISM de 
bioisne-UTP. Airan pour les me! :> ie otux de I 

IS n'esr pas directement eor.rele a ..la quantite de bioPsae contenu dans 
Phybride, mass est une resuitaate antra ia stabilite de Phybride et !e 
poureemage de modification. Geei impHqixe ia necessitb ePeft'ectuer une 
optiatLsation de la Ovation des molecules double, 1 ; brins, 

20 BCEMPtE 2 : EFFET DE L'lHCORPORATIOH DANS UNO RIBOSONDE Do 
NUU^DPiDP;. MODIFIES SUR LA STABILITE A LA DEGRADATION PAR DES 
RIEOHllCiSASFS SP&IHMS-DE SIMPLES BRIMS,- 

L'exemple 1 montre qu'une trap forte proportion dc modification 
1) eni one df. s r N I ^ bur II est done 

md < onnaurc - n i i i 

niveau da i'asaai de protection de ia digestion aux ribonucleases. Par 
aPieurs dans cat exsaa iO.pparieonent des deux brins de Phybride doit etre 
tres stable, car to entrain ie cc s j j ies 

30 ribonucleases et une parte du signal spetiftque. O'autre part, les 
n fi t o s \ i robal « rib nuclease 

qui eoupent an niveau de cc nucleotide soient mains toierantes que cedes 
qui eoupent apres un autre nucleotide. 
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Different types de ribonucleics sont disponibles dans !e 
commerce (CIS, Ti, A. PbyM, U2). Hies ont en commun de degrader 
uniquement one molecule d'ARM sous forme simple brin et de iaisser 
lactates im molecules double brin. Cos enzymes se dUUnguem per la 
5 speeaftcke de leur sites de coupure. 

Classiquement Is test, de protection aux ribonueleases est realise 
avec k melange des ribonueleases A et XL Cependanx on a verlfae que la 
ribonuckase A qui coupe apres ies rcsidus uridine, cyndinc et thymidine 
est moiiis utilisable que la ribonuclease Ti qui coupe seulemeat apres la 

10 guanosine (non momre). Cect a permls d'elirnmer la ribonucleic A du 
test, et de garder uniquement la ribonuclease TI qui ©ffre un meilkur 
compromis entre la conservation du signal specifkme (molecule double 
brin) et 3a degradation du signal non specifique (simple brin). Af in 
d'evber la presence d*un bruit de fond eleve Ion de ia revelation sur 

IS microplaque, i\ est necessaire que ia sonde non nybridee sols 
compkhemsnt dsgeree. 



1, Symhese des sondes 

la synthase des sondes et antssondes HNFI a the realises comroe dans 
20 I'exernple 1, 



2. Hybridation 

Une fmok de sonde antisens HNFi com porta ru diff {rentes 
modifications (biotine et/ou DIG) est msse a hybrider avec 10 et I ng de 
25 sequences complernentaires sens en presence de 10 *<g d'ARN t de levure, 
Le tampon d'hybridation est eonstltue de 40 mM PIPES pHbyi; 1 mM EDTA 
pm,0; 0,4 M NaCf; 80% formamsde deiomsee, Apres denaturation du 
melange a 93*C pendant 4 minutes, i'hybridation est realises a 43X 
pendant 16 heures. 

30 

la digestion par ia RNase Ti est real! see apres ('hybridation abn de 
degrader la ribosonde et ks ARNm non hybrides. 
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ia digestion a. la RNase, 71 est realises en piomant 300 jd de tampon 
de digestion ; 300 mM Nad; 10 mM Iris i-IC! pH7.4: S mM EOT A pH7,5; 20 U 
RNase Tl fBoelmnger). La digcsiion des ARN nan hydrides est realise a 
37X pendant 30 minutes. Pais la RNase Ti est inactivee a 1'aide de 20 pi 
5 d'une solution 10% SDS et 10 id d'une solution de proteinase X a 10 mg/ml. 
Le melange est incube 30 minutes a 37X0 Les hy brides sent extraits avec 
400 til de melange ph$nol:chiorofarme:alcool i.soamUiqtm (Arneseo), Apres 
eentrifugadon a 12000 rpm pendant 3 minutes la phase supeneure est 
transferee dans un nouveau tube. Le.s hydrides sont precipices en 
10 presence de 200 td d'aeetate d'ammomum 4M et de 750 p! d ethane! absolu 
pendant 30 minutes a -207C 

Seion le protocols d'analyse des hybrides le culot est reprss : 
* sou dans 10 u! de tampon de cha ; y cony enant $&H fonnas side 
0,1% xylene cyanol ! > en le brt mphem MEDIA Puis U < tins 

IS est. analyse sur gel d'acryiamide en conditions denaturantes, 

- so.it dans 100 }4 de tampon de capture $ IX PBS; 1% albumine bovine 
aerique. Par la suite PechantHSon est analyse apres fixation sur 
micropiaque recouverte de streptavidine (Boehringer) 

20 4, Analyse sur gel d'electrophorese de polyaeryiamide 

Apres denaturation de 1'echantiiion par chauffage a 93*C pendant 4 
minutes, celuOei est sou mis a une migration electrophoretique a 
40-4 5 Wcm dans un gel denatutam a 5% de polyaeryiandde; 7M uree 
comehant IX TOE 

25 La radioacdvite est de;ecnm pen- autoradiographic. La tadle de ia 

baode correspondant a la nbosonde est deterrmnee par compaxmson a ia 
migration de fragments d'ADH de tallies coonues radiomarquea 

5. Resukats : 

30 l.es essais visaient a determiner si ies modifications de capture 

"<< < i t'DlC d la rsbosonde son ompatibles > c les 
s de pre t ux nu< eases Le rest in I c es 
digestion par ia RNase T sudd ; u une analyse ciassique sur gel 
f i rm ' i . d " d^ > i Hi s, r d 

3S HNTO est de 1100 nucleotides. 
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On a teste des ribosondes bsorine-UTP {35 % ef 100 %} (resubats non 
«F ^sentes) cD If 59 , epresernes beaux S 

!! apparaSt que, plus le pourcentage de modification augnwue 
moms la ribosonde est utbisable dans le test de protection aux 
ribonucleics, Axnol 11 n'est pas possible d'utidsor ies ribosondes 
constitutes de 35% de biotine Ufp et de 35% DIG-UTP, car n y a une perre 
complete do signal specifsque due a une degradation par Ies ribcnucMases, 
probabtement en raison des contramtes qu'enrrainem ces modifications 
an niveau de Phybrtde, De ia meme facon, 100% de modification au niveau 
de DTP n'est pas tolere, et ceci quelque sod b modification {bsobne-OTP, 
DIG-UTP). 

Uanaiyse fine de la degradation de Obybride en fonccion du 
pourcentage de DIG-UTP incorpore dans h ribosonde revele que 
V augmentation du tatix de modification emraine one perte progressive de 
la senslbiUte. Le seuii maximal de modification DIG-OTP sans perre 
Sigmficatif de signal specifsque, est obtenu avec une sonde comporrant 10 
%de DIG-UTP (figure $}. 

ia figure 6 momre. une etude comparative de la sensibility entre 
une ribosonde {15% biotjne-UTP s 10% D1Q4JTP} et la meme ribosonde non 
modi&ee. Le test utilise est une protection de 3a digestion par la Rnase Tl, 
suivi par une analyse eiassiqne sur gel d'eieetrophorese en conditions 
denaturames. Dans eette experience ies deux ribosondcs radiomarquees 
possedem une activite specifique de 4 KM cpm par fmole, La ribosonde 
US% biottp^OT, KM .DIG'UTP) est capable comme ia sonde non modifies 
de detector 100 pg de sequence compiememairc mats avec un signal plus 
faibie. 

Ces resnStats montrem que dans le cas de ^utilisation de la biotine 
comme modification de capture et DIG en detection, 15% de biotine et 10% 
de DIG sembent appropries pour une bonne detection des ARN doles, Avec 
d : autres modification il sera necsssaire de faire une optimisation. 
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: UTILISATION D'UNE RIBOSONDE {15% BfOTIHE-UTF. 10% 

no urn rorR ctriTr t k i f mfss vnj.i ni apfc ri v b am-ni- cu df 

HNFl SUE MICROFLAQUE. 



5 la synthase da la nboson.de HNFl, !a capture et Ja detection om ek 

realisees comma pour I'exempk L 

1. synthase de la sonde p acdne « 

Un fragment de 250 pb d'un ADNc codaw pour la f, actine de sonris 
10 {582-831} est clone au sire Kpnl/Xbaf du vecteur pBS {Stratagcne}. La 
ribosonde g actine est obtenue apr&. linearisation du vecteur par coupure 
avec Hind HI suivi d'une transcription par la ARN polymerase T7, 

2, Extraction des ARN totaux 

15 Lss ARN «>raux sonr isoies a partir da 10' cellules ou 10 a 100 rng 

do ciMiis a j'aide de 2 mi de RNAtol S (Biotecx). La tissu dolt errs plunge 
congelo dans k RNAzo! B, i'homogencisation se. fait dans On broyeur 
"waring blender 11 pendant 30 a 60 cecondc* avant que k tissu ne 
decongelcN sinem lei AiN serpnt degrades par ies Rnases, Puis 0,2. ml de 

20 chloroforms sow ajouk a I'homogena?. Apras melange et repos 5 minutes 
dams la glace, la solution est cehtrifpgec a 12000 g pendant 15 minutes a 
4X. Apres avoir preieve la phase acqueuse un memc volume d'isopropanol 
est skute, Le melange est mis a pnkipite a -20»C pendant 30 minutes. 
Apres cemrlfugation a 12000 g pendant IS minutes a 4*C le ckot est lave 

25 avec de 1'alcool a 70%. Puis ies ARN totaux sent resospendus dans de I'eau 
DEFC. la concentration de FechantilSon est determine© par mesure de la 
densite optique a 2S0 nm. La qualite de la preparation est verifies sur gel 
d 'agarose 0,8%. 

30 3. Hybridation 

La quantite des ARN totaux nocessairc a la reaction d'hybridatkm 
depend de la concentration de la sequence nuckoiidique qui est 
recherehee et de 3'aaivice specif sque de la ribosonde radiomarquee. Avec 
une ribosonde ayant one Cone activite specifique klO" epro/jtgl 10 ng de 

-OA h:t ufftsant \ i , < 

ARHm qui soot present au niveau de } a 5 copies per cellule. 
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Les ARM totaux (10 M g) a analyser sent precipes en amma.nt 0,1 
volume dune solution 3 M d'aeetate de sodium phS.2 et 2,5 volumes 
detbe.uol froid. La solution est kosser 30 minutes a ~20 8 C Les ARNt sont 
recuperes par centrifegadon « 12000 rpm pendant IS minutes a 4*C. Puis 
le culot est lave avec une solution d'ethanoi a 70% et recentrifuge. Apres 
elimination de RethanoL 5e euiot est mis a secher. Us ARNt sent ensuhe 
dissous dans 20 ml de tampon d'hybrldation coatenant ; 40 niM PIPS ph£v4; 

ml EDTA yl 0 MM NaC [ 80% foritwa idee nis } ui 1 note do 'la 
ribosonde bioime-DIG radiomarquee on non est rajoutge. La solution est 
pipetee piusieurs Ms pour permettre one solubilisation complete du cuIol 
Le melange est denature par une incubation a 93T pendant 4 minutes. 
Puis ies tubes sont transfers rapkiemem dans un bain marie regie a la 
temperature d 'hybridation, Dans la plupart des eas, des resultats 
satisfaisant sont obtenus quand Ies ARM som hybrldes entre 45 et SOX 
pendans 16 Reuses. 



4. Resultats 

La figure ? montre Putllisabon d'une ribosonde (1S% biotine-OTp 
10% DiG-UTP r (o^P}CTP) corresponds a une sequem, , ^ f I ^ uu . r . 
20 do messager de la & acime de la souris. La raffle de la ribosonde est de 250 
paires de bases. 

La ribosonde (15% biotine-UTP, IQ% DIG-OTP, (cWJCTP a ete 
capable de detecter dans 10 m de ARN totaux la messages de la $ actine. Le 
teste utilise est une protection de la digestion par la Rnase Ti suivi d'une 
25 analyse par electrophoresa sur gel d'scryiamide en conditions 
denaturantes. L'mtegme de ia tailie de la ribonsoode est determinee grace 
le marqueurs radiomarques 
La ribosonde apparak protegee dans tons ies echantiiions testes 
(voir Heche sur la figure 2). Cependam II est a noter pour ies echantiiions 
30 domains la presence d'une deuxleme bands de tailie inferieore (Heche) 
Qui est due a Pexistance d'une difference dans la sequence du gene de la b 
aeune entre I > et la souris an niveau d'un site de cououre de la 

Rnsse Tl. Le messager de ia ?, aaine a ete revcle dans toutcs Ies cellules 
tesrees. La speciticsfe de is detection ces don nee par la ievnre qui 
35 - n K me pas d > cb 
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Ceci demomre que la ribosonde (15% bjotme-UTP, 10% DIG-UTP) 
s'apparie correct«ment avec une sequence compiementaire situee dans xm 
ARN m. fit qu'slle est done turns able dans ies rests fonctionnels de 
protection de hi digestion par la RNase XL 
5 ^ figure 8 momre ies resulcats obtenus apres protection de la 

digestion par la. Rnase Tj suivi d'une detection de la radioaalvke apres 
capture sur microptaque. U meme quantise de ribosonde p actine (15% 
b ti e p 09 DI0»PTP); 1 fmo 4 1 > po , 

detection sur gel et sur plaque. Comma dans i 'analyse par gel 

30 d^lectrophordse de polyacryiamlde ia ribosonde (15% biobnedJTP, 10% 
DIG OTP, (a$2p)CTP est capable de detecter ia ; esen ■ ies g r d la £ 
actine a partfr de 1 j*g de ARN totaux, la levure utilisee comme remoin 
negatif de reaction donne un bruit de fond ires bas (250 cpm) compare aux 
1800-4000 cpm obtenus avec 5 et 10 y.g de AIM de cellules exprimant la p 

IS actine, Bien que beaucoup plus faifele |40G?6S0 cpm) le signal rests posit; f 
avec 1 de ARNt. 

la figure 9 montrc ies resutats obrenus avec une ribosonde (500 
nucleotides) dirigee centre an messages- fasblemcm ex-prime celul de 
HNFL la sonde udiisee comportani 15% de blotine-lJTP et 10% de DIG-UTP 

m radiomarquee avec du (aWJCTP (5 I OS 5 cpm /Mold). U roesure de la 

radioactivke assodee avec ies deux cellules exprimaru UMl (rein et (die) 
est significativemem plus force que cede associee aux echanddons qui 
n'exprlment pas HNFI (placenta et ievures. Ce rcsuitat demontre la 
possibility d'une detection par une ribosonde (biodnedJTF, DIG- OTP) d'un 

2S ARN rr, laUdeinent represent-?. 

Cependant pour etre tout a fas? automatable ceite methods 
d 'analyse sur tmcropiaque doit s'affranchir de la radioactivity. 

La figure 10 rnontre ies resukats obtenus avec une ribosonde $ 
actine (15% biotine-UTF, 10% DIG-OTP) suivi d'une detection sur 

30 ndcroplaqae par uo. antlcorps antl-DIG, et one lecture en luminescence. 

la p actine dans 0,5 ^g de ABNt, Pour U; placenta et le ccrvcau ie messager 
de ia p actine a etc mis en evidence dans 2 }! g de ARNt. Ces resultats 
35 indiquent ia tres bonne sensibUke de la methode de detection. 
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Ainsi comme en radioacnvue in rihosonde esc capable de derecter !e 
messager de la 5 a ■ o< ,5 p in t de 30, 5, 2 ou 0,5 »g 1« ARb totaux. 

Des resultats simiiaire* sent obtenus avec une dejection 
fluorescence (non raomre), 
S L'ensembie de ces travaux momrent que les ribosondes 

(bsotme-UTP, DIG-UTP) tout en gardam leur spedftcUe de reconnaissance 
p nterrm ' s < x>m udiques sent eapabies de 

so fixer sur plaque et d'etre detectees spsdfiqucment, leurs titilisation 
dans des tests de protection aux nucleases a necessue un ajustcment du 
10 taux de tears modifications. 

Bien que la technique de protection aex nucleases $o'u frequement 
utilise© dans les etudes de detection et de quantification des ARNm, Bie 
reste neanmolns pen adaptee a Panalyse de grandes series d'echaotiiions. 
Car les products des experiences de pmu ! < tv sent 

IS habitue iiemem analyses sur put de ped ya c ry hi mi de en conditions 
denaturames. La posslbUite de dsteeter sur nbcroplaque des ARN 
messagers a I'aide de rtbosonde (biotme-UTP, DIG-UTP) consume un omil 
d' v une ires grande puissance d 'analyse, et rend fa technique de protection 
aux nucleases applicable & i'erude des grand nombres. 
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l, Precede de detection d'aeldes nucleiques caracterlse en ce qu'ii 
n L - - *.pe uvantes 

5 aj on realsse Htybridanon en solution d'une sonde d'acide 

nudelque capable de s'hybrider avec un ARM ou un A ON donne dans un 
echandlkm covenant des acids mmleiques, ladite sonde coraprenam des 
elements da detection et des premiers elements dt capture sur support 
solids ; 

■ffl b) < n n %li < i deg adaUon des sequence i udiqu< non 

hybridees dans hScharuillon par un enzyme riegradanr les acides 



niesani e:o pres j - < es elements 

15 capture interagissant avec ksdits- premiers elements de capture de tadite 
sonde, et 

d) on effectue la detection des hybrides oa des sondes ptovenam des 
hy brides apres denaturation par nncermediaire desdits elements de 
detection, 

20 

2. Methods de detection a 'A R.N message rs scion la revindication i, 
caracteraee en ce qu'a i'etape a) on utilise une sonde d'ARN et a i'etape b) 
on realise la degradation .-.-dque avec une RKase. 

2S 3. Methods scion la revindication I oa 2, caraaexisee en ce que 

lesdsts premiers elements de capture de iadite sonde sent constitues par 
une premiere molecule biologique fixee de facon covalenre a ladite sonde 
et iesdsts deuxiemes elements de capture dudit support soiide son: 
constitues par une deuxseme molecule biologique fixee sur le support 

30 soiide, deuxieme molecule biologique qui imotagu et se be de facon non 
covalente avec ladite. premiere molecule. 

4 j\ ethode s ! cue c res die ons 1 a 3 a ratter Ise 
que pour detecter un ARNrn e>:prime a panir d\m gene dorme,, on utilise 
35 ru ■) v RN > s c > -j j 

clones dud it srene. 
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5. Metbodt sdon 'ore d- - s itii^^ifi^ 1 u 4, ■ ar^-aeri\ee on ce 
qu'on utilise ««e sonde d'ARN obterme par transcription in vitro a Faclde 

»uci< dom certains s ; h s 

d< ction i i undo p v icnt de p 1 r s 

5 

6. Mstbode selon 1'une des revindications I a 5, caracterisee en ce 
que la sonde comporte de 100 a 1000 nucleotides, de preference de 250 a 500 
nucleotides . 

*0 7. Methods selon Tune des revendlcadans ! a 6, earacterisee en ce 

qu'apres I'etape b) on elmune !es produits de degradation des acides 
nucleiques non bybrldes, 

8. Metbode selon I'une des revendications 1 a 7, caraetensei en ce 
IS que la sonde ne comporte pas plus de 15 %, de preference pas plus de 10 % 

de nucleotides modifies pariesdits elements de detection et iesdits premiers 
ek-mems de capture eomtitues par des molecules biologiques. 

9, Methods selon Tune des revendications I a 8, cara terkee en ce 
20 que lorsque les elements de detection et Iesdits premiers elements de 

capture mm tubtdttffc sxir des nucleotides don pes, on utilise a I'etape b) 
wn enzyme qui coupe Jes addes nudeiques simple brxn au niveau d'un 
nucleotide autre que ksdir.s nucleotides subsumes. 

25 10. Metbode selon la revindication 9, earacterisee en ce que les 

elements de detection et Iesdits premiers elements de capture sont 
substilues ser des nucleotides d'Uridine et 1 'enzyme de I'etape b) est une 
RNase Tt< 

30 II, Methode selon I'une des revendieadons 3 a 10, earacterisee en ee 

que tesdites premiere et deuxieme molecules de capture constituent un 
couple hiotlne / streptsvidine, 

1 1 bk thode selon 1 une vies revendl* atiom 3 a 10 < tracteri • 1 n ■ ( 
35 dite premiere tnok de capture est la dig \ 

deuxieme molecule de capture est uo anucorps anti-digoxigenint;. 
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.13. Methode selon !es revendications i a 12, caractarisee en ce que 
least element de direction est un eldment directemem detectable radioactif 
ou tol qu\m eleven r. 

S 14, Methods selon la revindication ! a 12 caraoterisee en ce que 

ledit element de detection est un element indirectement detectable est 
consume par une molecule biologique susceptible de teagh de manure 
non covaiente avec une autre molecule componam un Yemeni 
direetement detectable. 

10 

15 Methode scion la revend.ication 13 caraaerisee en ce que 
rekhnem de detection indirectement detectable est choisi parmi la bioune, 
la fluoresceins ou la digoxtgenme, 

15 US. Methode selon Tune ties revendicatlons 1 a 15, caraaerisee en ce 

que ledlt premier element de capture est choisi parmi la blotine, ia 
fluoresceins ou la digoxigentine, 

17. Methode selon hune dec revendicarsons 1 a 16 caracredsei? en r» 
20 que I'elemeot de detecdon est la digoxlgeoine et/ou M bioune er iedk 

premies element de capture est tholsi respecuvement parmi ia blodne ou 
la dlgoxigenme. 

18. Precede selon la revindication 17, earacterise cn que la sonde 
25 comports de 2. a 5% des nucleotides subsumes par une molecule de biotine 

notammem 3 a 4%, et de 2 a 5% des nucleotides snbsntues par une molecule 
de dlgoxigenme, notarumem; 2 a 3%. 

19. Methode de diagnostic dans laqueHe on me? en oeuvre une 
30 methode de detection selon i'une des revindications 1 a IS dans iaqueile on 

v. ' t" * an v " i v i . - - s t - 
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20. Kit utile pour la mise en oeuvre d'un proceed sdna I'une 
revendicaftons, c _ r ,_, ^ en , v _ comporre „ . s \'< deride 
nucl&que de taille importance, notammenr de plus de 100 nucleotide 
portani des Elements de detection et deserts premiers elements de capture 
*" SUpp0rt >Udc et un support solid s < idmes 

de capture, 
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